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辣椒 中 常见 产 毒 性 真菌 的 裸 磁 珠 -多 重 实时 荧光 定量 PCR 检测 
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摘要 :目的 将 多 重 实时 菊 光 定量 PCR 技 术 与 裸 磁 珠 高 集 技 术 联 用 ,建立 辣椒 样品 中 常见 3 类 (曲霉 属 . 青 霉 属 . 灸 刀 范 属 ) 产 毒 
性 真菌 的 快速 定量 检测 方法 。 方 法 根据 真菌 核糖 体 RNA(GDNA) 基 因 序 列 选择 真菌 广 谱 引物 及 属 特异 性 探 针 , 联 用 裸 磁 珠 富 
集 技 术 , 建 立 多 重 实时 荧光 定量 PCR 体系 ,并 评价 所 建 方法 的 灵敏 度 ,特异 性 ,重复 性 和 一 致 性 。 结 果 裸 磁 珠 -多 重 实时 荧光 定 


量 PCR 方 法 灵敏 度 高 ,与 本 研究 优化 后 的 普通 实时 荧光 定量 PCR 相 比 提 高 了 10 倍 ,是 原 报道 的 100 倍 ,直接 检测 辣椒 样品 中 3 


类 产 毒性 真菌 的 检 出 限 均 可 达 10’; CFU/ml, 即 10* CFU/g, 且 特异 性 良好 (与 非 目标 菌 无 交叉 反应) 重复 性 良好 (CV<1.5%) ,该 
方法 模拟 检测 辣椒 样品 中 3 类 产 毒性 真菌 的 计数 结果 与 标准 培养 法 的 计数 结果 相 比 均 无 统计 学 差异 (P>0.05) ,实验 过 程 仅 
需 7h( 标 准 培养 鉴定 法 耗 时 7~14 d)。 结 论 构建 的 裸 磁 珠 -多 重 实时 荧光 定量 PCR 方 法 能 大 大 缩短 产 毒性 真菌 的 检测 时 间 ,并 
成 功 应 用 于 模拟 辣椒 样品 中 常见 3 类 产 毒性 真菌 的 定量 检测 ,值得 进一步 研究 和 推广 。 

关键 词 : 产 毒性 真菌 ; 裸 磁 珠 富 集 ;多 重 实时 荧光 定量 PCR; 闵 椒 模 型 
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Abstract: Objective To establish a method for detecting 3 common toxigenic molds (Aspergillus, Penicillium, and Fusarium) 
based on non-modified magnetic beads coupled with multiple real-time PCR (NMB-multiple qPCR). Methods The primers 
and genus-specific probes were designed based on the rDNA sequences to develop a multiple real-time PCR using 
non-modified magnetic bead to enrichment of fungal spores. The sensitivity, specificity and repeatability of this assay were 
evaluated. Results The detection limit of this assay for spiked samples was 10* CFU/g, demonstrating a 10-fold greater 
detection sensitivity of this assay than that of real-time PCR. The N MB-multiple qPCR assay also showed good specificity and 
reproducibility and yielded comparable results with those by traditional colony counting method for spiked samples (P>0.05). 
Conclusion N MB-multiple qPCR assay we established allows rapid and sensitive detection of common mycotoxigenic fungi in 


paprika. 
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篆 见 产 毒性 真菌 ,如 曲霉 属 (4spergius) 青 霉 属 
(Penicillzzm) 和 久 刀 菌 属 (Fusarzum) ,可 在 适当 条 件 下 
繁殖 并 产生 有 毒 次 级 代谢 产物 真菌 毒素 ,这 些 毒 素 已 发 
现 400 多 种 ,可 致 急 .慢性 中 毒 并 存在 "三 致 〈 致 瘤 、 致 
畸 、 致 突变 ) 危 害 "。 我 国 藻 椒 等 香 闻 料 受 真菌 及 其 毒素 
的 污染 情况 严重 ,辣椒 中 真菌 污染 量 可 达 10’~10“CFU/g， 


素 A(ochratoxin A, OTA) 和 伏 马 菌 素 (fumonisin, FB) 
等 在 香辛料 中 普 过 存在 , 须 对 其 进行 及 时 的 预防 和 欣 
制 ,许多 国家 及 国际 组 织 为 此 制定 了 真菌 毒素 的 限量 
标准 “7 。 然 而 ,对 于 真菌 毒素 危害 的 预防 不 能 仅 针对 
真菌 毒素 本 身 ,对 于 产 毒 性 真菌 的 监测 也 同样 重 
要 。 传 统 真 菌 定量 检测 方法 为 计数 培养 法 ” , 产 毒性 


其 优势 菌 主要 为 曲霉 属 . 青 霉 属 和 灸 刀 菌 属 真菌 2 , 挛 
生 的 真菌 毒素 如 黄 曲霉 毒素 (aflatoxin, AF) . 赭 曲霉 毒 
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真菌 鉴 定 则 需要 进行 分 离 镜 检 ” ,操作 繁琐 费时 且 依 
赖 经 验 ,培养 鉴定 时 间 长 达 7~14 d, 存 在 严重 沾 后 性 ， 
无 法 对 污染 进行 及 时 预警 ,因此 迫切 需要 建立 产 毒性 
真菌 快速 定量 检测 的 方法 。 裸 磁 珠 non-modified 
magnetic beads, NMB ) 具 有 在 磁场 中 非特 异性 富 集 的 
特性 ,目前 利用 裸 磁 珠 对 细菌 进行 富 集 的 研究 已 有 不 
少 “ "2 ,但 针对 真菌 进行 富 集 的 研究 仍 未 见报 道 。 因 此 
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本 研究 拟 将 裸 磁 珠 与 多 重 实时 荧光 定量 PCR (multiple 
qPCR) 技 术 联 用 ,利用 裸 磁 珠 富 集 能 力 提 高 方法 检 出 
限 ,建立 辣椒 中 常见 三 类 产 毒 性 真菌 裸 磁 珠 -多 重 实时 
英 光 定量 PCR(NMB-Multiple qPCR ) 的 快速 检测 方法 ， 
为 辣椒 等 香辛料 中 常见 产 毒 性 真菌 污染 的 监测 提供 更 
为 高 效 的 技术 方法 。 


表 1 研究 所 用 菌株 


Tab.1 Strains used in this study 


Scientific name and specimen ID 


Scientific name and specimen ID 
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1 材料 与 方法 
1.1 菌株 与 培养 基 

本 研究 所 使 用 标准 菌株 由 广东 环 凯 生物 技术 有 限 
公司 中国 普通 微生物 保藏 中 心 提供 及 四 川 大 学 华西 公 
共 卫 生 学 院 卫 生 检验 与 检疫 学 系 保存 ,食品 分 离 菌 株 由 
本 研究 前 期 调查 获得 ( 表 1) ,所 用 察 氏 . 沙 氏 琼 脂 LB 及 
麦 康凯 培养 基 购 自 北京 陆桥 技术 有 限 责任 公司 。 


Scientific name and specimen ID Scientific name and specimen ID 


Aspergillus 


A. niger ATCC 16404 
A. flavus ATCC 28539 
A. parasiticus CGMCC 3.0124 


A. versicolor CGMCC 3.4416 


A.fumigatus 

Spice isolates PHLTSI 5101 
A.albicans 

Spice isolates PHLTSI 5102 
A.oryzae 

Spice isolates PHLTSI 5103 
A.clavatus 

Spice isolates PHLTSI 5104 
A.ochraceus 


Spice isolates PHLTSI 5105 


Penicillium 


P. funiculosum MIG 3.104 


P. viridicatum CGMCC 3.4517 


P. citrinum As 3.2788 


P. rogueforti 

Spice isolates PHLTSI 5202 
P. islandicum 

Spice isolates PHLTSI 5203 

P. simplicissimum 

Spice isolates PHLTSI 5204 
P. pinophilum 

Spice isolates PHLTSI 5205 


P. resedanum 


Spice isolates PHLTSI 5206 
Penicillium sp. 
Food isolates PHLTFI 5201 


Fusarium 


F. moniliforme 


Bacteria 


Escherichia coli 


Food isolates PHLTFI 5302 ATCC 8099 
F. tricinctum Enterococcus faecalis 
Spice isolates PHLTSI 5303 ATCC 29212 
Fusarium sp. Staphylococcus aureus 
Food isolates PHLTFI 5301 ATCC 6538 
> Salmonella enteritidis 
Other ung CMCC 50335 
Trichoderma sp. Shigella flexneri 
Spice isolates PHLTSI 5410 CMCC 51061 


Mucor sp. Escherichia coli (O157:H7) 
Spice isolates PHLTSI 5510 ATCC 882364 
Rhizopus sp. 


Spice isolates PHLTSI 5610 


Alternaria sp. 
Spice isolates PHLTSI 5710 


A.nidulans 


Spice isolates PHLTSI 5106 


1.2 材料 与 仪器 

样品 汪 椒 粉 购 自 成 都 市 区 农贸 市 场 ,真菌 基因 组 
DNA 提取 试剂 盒 购 自 BioFlux 公司 ,10x Reaction 
Buffer Taq DNA polymerase 及 pGM-T 载体 试剂 盒 购 
自 TIANGEN 公司 ,dNTPs 购 自 Roche 公司 ,引物 由 
Invitrogen 公司 合成 ,TaqMan 探 针 由 上 海 生 工 公司 合 
成 ,PCR 扩 增 仪 为 S1000 Thermal Cycler(Bio-Rad)。 
1.3 方法 
1.3.1 孢子 悬 液 及 样品 悬 液 的 制备 以 无 菌 生理 盐水 冲 
洗 察 氏 斜 面 中 菌 戎 后 ,转移 孢子 悬 液 至 无 菌 试 管 中 充 分 
振荡 ,用 血细胞 计数 板 计数 并 用 生理 盐水 调节 所 需 抱 
子 悬 液 浓 度 。 

称 取 炎 菌 辣 椒 粉 25 g, 加 入 225 ml 无 菌 生理 盐水 
中 均 质 2 min, 制 备 为 辣椒 均 质 液 ~。 取 lml 隐 子 悬 液 加 
入 9 ml 上 述 均 质 液 , 混 匀 后 制备 为 模拟 样品 悬 液 。 
1.3.2 裸 磁 珠 的 吸附 及 真菌 模板 的 提取 基于 前 期 自制 
裸 磁 珠 吸附 细菌 的 研究 基础 2 ,利用 化 学 沉降 法 制 
备 所 需 的 裸 磁 珠 ”。 将 50 4 浓度 为 100 pg/hl 裸 磁 珠 加 
入 1 ml 悬 液 中 ,在 室温 下 缓慢 振荡 吸附 1 min。 用 磁 分 
离 架 分 离弃 上 清 后 , 按 真菌 DNA 提 取 试 剂 盒 相 关 说明 


Candida albicans ATCC 10231 


操作 。 提 取 的 模板 于 -20 保存 备用 。 

非 磁 珠 吸附 法 提取 的 模板 仅 取 1 ml 基 液 按 试剂 盒 
相关 说 明 操 作 。 
1.3.3 引物 和 探 针 序列 查阅 相关 文献 后 ,根据 三 类 常 
见 产 毒性 真菌 rDNA 基因 的 内 转录 间隔 区 (Internal 
Transcribed Spacer, ITS) 序 列 , 选 择 1 对 真菌 广 谱 引 物 
GTSE 和 ITSR) 以 及 3 条 属 特异 性 TaqMan 探 针 ( 曲 霉 属 
探 针 ASPP, 青 霉 属 控 针 PENP, 镰 刀 菌 属 探 针 FUSP) 5 
进行 扩 增 ( 表 2)。 
1.3.4 Multiple qPCR 体系 建立 并 优化 如 下 扩 增 反应 
体系 :10xBuffer 4.0 由 .dNTP(10 mmol/L) 0.4 nl .Me” 
(25 mmolL) 2.4 由 .引物 及 探 针 (10 hmoyL) 各 0.8 nl、 
Taq DNA 聚合 酶 (2.5 U/j1) 0.8 由、 模板 1.0 .ddHO 
7.4 岂 , 共 20 jl; 反 应 参数 为 :95 ,5 min; 95 %C ,30 s; 
65 ,1 min, 共 50 个 循环 ,退火 阶段 采集 荧光 信号 。 
1.3.5 NMB-Mnultiple qPCR 检 出 限 及 线性 范围 的 评价 
以 pGM-T 载体 试剂 盒 说 明 制 备 重组 质粒 ,分 别提 取 鉴 
定 后 曲霉 属 . 青 霉 属 乌 刀 菌 属 三 种 重组 质粒 的 模板 进 
行 10-10" copies/ 反 应 的 梯度 稀释 ,测定 Multiple qPCR 
检测 三 类 真菌 重组 质粒 模板 的 检 出 限 并 绘制 标准 曲线 。 
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表 2 引物 及 探 针 
Tab.2 Primers and Probes used in this study 


Primers/probes Sequence (5 一 3) Reporter/quencher 
| ITSF GGCATCGATGAAGAACGCAGC 
Pimers ITSR CCTACCTGATCCGAGGTCAAC 
ASPP CAAGCMCGGCTTGTGTGTTGGGTCGYCGTC FAM/BHQI1 
Probes PENP CTTGTGTGTTGGGCCYCGTCCTCCGA HEX/BHQI 
FUSP ACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATAC CY5/BHQ3 


分 别 制备 含 曲霉 属 . 青 霉 属 , 馈 刀 菌 属 和 抱 子 的 模拟 
样品 其 液 以 磁 珠 吸附 法 提取 模板 ,并 10 倍 系列 稀释 , 测 
定 NMB-Multiple qPCR 检测 三 类 产 毒性 真菌 模板 检 出 
限 并 绘制 标准 曲线 。 以 非 磁 珠 法 取 的 模板 做 为 对 照 评 
价 磁 珠 富 集 效果 。 模 板 的 准确 浓度 以 标准 培养 计数 法 
确定 。 

1.3.6 NMB-Multiple qPCR 特异 性 评价 提取 表 1-1 中 
所 列 全 部 菌株 模板 ,进行 Multiple qPCR 扩 增 ,评价 方法 
的 特异 性 。 

1.3.7 NMB-Multiple qPCR 重复 性 评价 根据 检 出 限 及 
线性 范围 检测 结果 ,对 曲霉 属 . 青 霉 属 和 镁 刀 菌 属 孢 子 
巧 液 高 中 低 3 个 浓度 的 模板 分 别 进行 3 次 重复 测定 , 评 
价 方法 的 重复 性 。 

1.3.8 NMB-Multiple qPCR 与 标准 培养 法 一 致 性 评价 
制备 浓度 为 10" CFU/ml 曲霉 属 . 青 霉 属 . 灸 刀 菌 属 孢 子 
基 液 并 进行 混合 ,将 该 混合 悬 液 适当 稀释 加 入 6 份 无 菌 
藻 椒 均 质 液 中 ,随机 制备 成 含 一 定 浓 度 抱 子 悬 液 的 育 
样 。 每 一 个 模拟 样品 同时 进行 NMB-Multiple qPCR 与 
标准 培养 计数 法 检测 , 比较 两 者 结果 ,评价 方法 一 致 
性 。NMB-Multiple qPCR 检测 结果 分 别 根 据 标 准 质粒 


A Amplification 


以 及 模拟 样品 的 标准 曲线 进行 定量 分 析 。 


2 结果 
2.1 NMB-Multiple qPCR 检 出 限 与 线性 范围 的 评价 

对 鉴定 后 的 曲霉 属 . 青 霉 属 \ 乌 刀 菌 属 三 种 重组 质 
粒 梯度 模板 进行 Multiple qPCR 扩 增 ,Ct 值 二 35 为 阳 
性 。 结 果 显 示 ,对 于 曲霉 . 青 霉 和 灸 刀 苗 其 检 出 限 分 别 
为 1.02x10? copies/ 反 应 ,1.04x10? copies/ 反 应 和 1.05x 
10? copies/ 反 应 (图 1)。 重 组 质粒 的 回归 方程 分 别 为 : 

曲霉 属 :;Y=-3.264 lg (X)+38.920, R=0.990(1.02x 
10”~1.02x10’ copies/ 反 应 ) 

青 霉 属 :Y=-3.602 lg (X)+41.870,R2=0.992(1.04x 
10?~1.04x107 copies/ 反 应 ) 

饶 刀 菌 属 :Y=-3.484 lg (X)+41.150, R=0.995 
(1.05x10~1.05x107 copies/ 反 应 ) 

对 模拟 曲霉 属 . 青 霉 属 . 灸 刀 菌 属 污染 的 辣椒 样品 ， 
进行 NMB-Multiple gPCR 扩 增 ,Ct 值 <35 为 阳性 。 结 
果 显 示 , 对 于 3 类 产 毒 性 真菌 其 检 出 限 分 别 为 曲霉 属 
1.8x10: CFU/ml, 青 霉 属 1.6x10: CFU/ ml 和 灸 刀 菌 
1.4x10 CFU/ml, 见 图 2。 模 拟 样 品 的 回归 方程 分 别 为 : 


Amplification 


Cycles 


Amplification 


图 1 Multiple qPCR 检测 曲霉 属 (4) 青 雪 属 (有 ) 镰 刀 菌 属 
(C) 重 组 质粒 的 灵敏 度 (10"~10’copies/ 反 应 ) 

Fig.1 Sensitivity analysis of multiple qPCR amplification 
for recombinant plasmids of Aspergillus (A), Penicillium (B) 
and Fusarium (C). 
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B Amplification 


曲 每 属 ; 

Y=-3.324 lg (X) +47.102,R’=0.972(1.8x10’~1.8x 
10° CFU/m!I) 

青 短 属 : 

Y=-3.402 lg (X) + 47.607,R’=0.995(1.6x10’~1.6x 
105CFU/ml) 

锐 思 菌 属 : 

Y=-3.496 lg (X)+48.519, R*=0.999(1.4x10’~1.4x 


A Amplification 


jt 
3 
a 
[= 

9 一 一 ee- 


So 


您 


2 NMB-Multiple qPCR 检测 模拟 曲霉 属 (4)、 青 霉 属 
(了 3) 镰刀 菌 属 (C) 真 菌 污染 样品 灵敏 度 (10~10' CFU/mD) 
Fig.2 ， Sensitivity analysis of non-modified magnetic 
beads-multiple qPCR for Aspergillus (A), Penicillium (B) 
and Fusarium (C) in simulation samples. 


105 CFU/m]) 

对 非 磁 珠 法 提取 的 模拟 污染 样品 模板 进行 multiple 
qPCR 扩 增 ,Ct 值 <35 为 阳性 。 结 果 显 示 , 对 于 3 类 产 毒 
性 真菌 其 检 出 限 分 别 为 曲霉 属 1.4x10' CFU/ml, 青 霉 属 
1.1x10: CFU/ ml 和 灸 刀 菌 属 1.6x10' CFU/ml, 检 出 限 仅 
为 NMB-Multiple qdPCR 方 法 的 1/10, 说 明 裸 磁 珠 对 于 
悬 液 中 的 真菌 具有 富 集 作用 ,能 提高 Multiple qPCR 方 
法 检测 灵敏 度 ( 图 3)。 


Amplification 


3 Multiple qPCR 检测 模拟 曲霉 属 (4)、 青 老 属 (B) 镰刀 
菌 属 (C) 真 菌 污染 样品 灵敏 度 (10'~10” CFU/ml) 

Fig.3 Sensitivity analysis of multiple qPCR for Aspergillus 
(A), Penicillium (B) and Fusarium (C) in simulation samples. 
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2.2 NMB-Multiple qPCR 特异 性 评价 
根据 表 1-1 中 的 菌株 信息 ,对 6 种 细菌 27 种 真菌 进 
行 多 重 实时 严 光 扩 增 ,Ct 值 <35 为 阳性 。 结 果 显 示 , 所 


A Amplification 


选 引物 .曲霉 属 探 针 ASPP . 青 霉 属 探 针 PENP 及 乌 刀 菌 
属 探 针 FUSP 特 异性 良好 ,与 非 目 标 菌 不 存在 交叉 反应 
(图 4)。 


B Amplification 


Cycles 


Cycles 


2.3 NMB-Multiple qPCR 重复 性 测定 

根据 方法 检 出 限 的 检测 结果 ,分别 对 不 同 浓度 
(10 10'、10' CFU/mml) 的 曲霉 . 青 霉 和 灸 刀 菌 的 孢子 县 
液 模 板 进行 3 次 重复 测定 。 结 果 显 示 :3 种 真菌 不 同 浓 
度 模板 NMB-Moultiple qPCR 检测 的 变异 系数 均 小 于 
1.5% ,在 允许 误差 范围 内 。 说 明 该 方法 对 高 .中 、 低 不 同 
浓度 的 模板 均 具 有 较 好 的 重复 性 ( 表 3)。 


表 3 NMB-Multiple qPCR 重复 性 评价 


Tab.3 Reproducibility analysis for non-modified magnetic beads- 


multiple-qPCR 


Concentration of spore suspension (CFU/m!l) 


Species 10° 10” 10” 
A. flavus 0.72% 0.77% 0.54% 
CV% P. citrinum 0.78% 0.51% 0.29% 
F. moniliforme 1.08% 0.44% 1.37% 


2.4 NMB-Multiple qPCR 与 标准 培养 法 一 致 性 评价 

对 三 类 产 毒 真菌 混合 污染 的 6 份 模拟 藻 椒 样品 同 
时 进行 NMB-Multiple qPCR 以 及 标准 培养 计数 法 的 
检测 。 

将 标准 培养 计数 法 的 结果 与 NMB-Multiple qPCR 
标准 曲线 获得 的 计数 结果 进行 log 变换 后 ,用 配对 :检验 
进行 比较 ,结果 显示 对 于 三 种 菌 属 的 计数 结果 ,两 种 方 
法 的 检测 结果 均 无 统计 学 差异 (曲霉 属 二 -0.193,P>0.05; 


Cycles 


图 4 NMB-Multiple qPCR 特异 性 分 析 

Fig.4 Specificity analysis of non-modified magnetic beads- 
multiple QPCR. (A) Aspergillus: 1 A. niger, 2 A. flavous, 3 A. 
parasiticus, 4 A. versicolor, 5 A. fumigatus, 6 A. albicans, 7 A. 
oryzae, 8 A. clavatus, 9 A. ochraceus, 10 A. nidulans, *Nontarget 
organism and Negtive control; (B) Penicillium: 了 已 funiculosum, 2 
P viridicatum, 3 PB citrinum, 4 P roqueforti, 5 P islandicum, 6 卫 
simplicissimum, 7 P. pinophilum, 8 P resedanum, 9 Penicillium 
sp., *Nontarget organism and Negtive control; (C) Fusarium: 了 下 
moniliforme, 2 F tricinctum, 3 Fusarium sp., *Nontarget organism 
and Negtive control. 


青竹 属 :=2.315,P>0.05; 贸 刀 菌 属 :=-0.387,P>0.05)。 


3 讨论 

建立 常见 产 毒 真菌 的 快速 定量 检测 方法 ,可 为 产 毒 
真菌 的 有 效 监 测 提供 技术 手段 ,利于 从 源头 上 预防 和 控 
制 真 菌 毒素 的 危害 。 目 前 产 毒 真菌 快速 检测 主要 应 用 
基于 PCR 的 检测 技术 "2 ,但 大 多 研究 仅 针对 某 些 特定 
产 毒 真菌 ,对 常见 多 种 产 毒 真菌 同时 进行 快速 检测 的 研 
究 却 不 多 。Suanthie 等 咏 报 道 了 针对 曲霉 属 . 青 霉 属 和 
灸 刀 菌 属 的 multiple qPCR ,并 成 功 应 用 于 玉米 发 醇 液 
中 ,但 该 方法 能 否 应 用 于 辣椒 等 香辛料 的 固体 样品 仍然 
未 知 。 男 一 方面 ,PCR 技 术 检 测 真菌 的 灵敏 度 还 有 待 进 
一 步 提 高 ,在 Suanthie 等 的 研究 中 ,样品 中 的 真菌 检 出 
限 仅 为 105 CFU/g, 而 其 他 学 者 报道 真菌 纯 培 养 物 的 检 
出 限 也 仅 为 10~10' CFU/ 反 应 。 针 对 这 一 问题 ,本 研究 
利用 裸 磁 珠 对 其 液 中 真菌 的 富 集 及 对 multiple qPCR 反 
应 体系 的 优化 实现 了 方法 灵敏 度 的 提高 , 检 出 限 可 达 
10 CFU/ml, 即 10 CFU/g 藻 椒 样品 (国家 农业 部 无 公害 
香辛料 性 菌 总 数 的 限量 标准 为 10' CFU/g””) ,因此 该 方 
法 可 应 用 于 香辛料 中 产 毒 性 真菌 的 快速 检测 并 及 时 指 
示 污 染 。 同 时 该 方法 特异 性 和 重复 性 良好 ,检测 结果 与 
标准 培养 计数 法 相 比 无 统计 学 差异 ,无 需 纯 培 养 , 全 程 
7 了 h 内 即 可 获得 结果 ,大 大 缩短 了 检测 时 间 。 

此 外 由 于 仪器 限制 ,本 研究 中 所 选 探 针 报告 基 团 为 
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FAM HEX 和 Cy5, 但 研究 中 发 现 ,HEX 基 团 的 荧光 信 
号 会 受到 另外 两 种 基 团 的 干扰 , 当 使 用 三 种 探 针 进 行 
重 实时 荧光 PCR 检测 时 ,HEX 基 团 的 RFU 值 可 由 4000 
降低 至 1000 左 右 , 但 并 不 影响 检 出 限 。 此 外 ,在 本 研究 
中 曲霉 属 探 针 检 出 了 棒 曲 霉 和 烟 曲 霉 ,与 原文 献 报道 不 
符 , 以 上 问题 将 在 日 后 研究 中 进一步 验证 。 

本 文 首次 将 裸 磁 珠 技术 应 用 于 真菌 的 分 离 富 集 并 
与 多 重 实时 奖 光 定量 PCR 联 用 ,建立 了 对 曲霉 属 . 青 霉 
属 以 及 饶 刀 菌 属 三 类 常见 产 毒 真 菌 进行 定量 检测 的 裸 
磁 珠 -多 重 实时 荧光 定量 PCR 方 法 ,并 成 功 应 用 于 辣椒 
模拟 样品 , 检 出 限 可 达 10' CFU/g, 可 望 用 于 香辛料 中 常 
见 产 毒性 真菌 的 监测 ,具有 潜在 应 用 价值 。 
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